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English Abstract of DE 199 49 290 

The invention relates to a biologically active, particulate construct, based on a spatial support 
structure consisting of at least one cured bio-compatible polymer. According to the invention, a plurality of 
cells of at least one human cell type is embedded in the support structure. The invention relates to the 
use of said construct in the transplantation field, to a construct which is suitable for said use and to a 
method for the production of the same. 
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Die folgenden Angaben sind den vom Anmeider eingereichten Unterlagen entnommen 

Priifungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ Partikulares Konstrukt zur Verwendung in derTransplantationsmedizin 
@ Die Erfindung lehrt die Verwendung eines biologisch 

alrtiven partilcularen Konstrukts auf Basis einer raumli- 

clien Tragerstruktur aus zumindsst einem ausgeharteten 

biokompatiblen Polymeren, wobel in der Tragerstruktur 

eine Metirzafil von Zellen zumindest eines humanen Zell- 

typs eingebettet ist, in der Transplantationsmedizin, ein 

tiierfur geeignetes Konstrukt sowie ein Verfaliren zu des- 

sen Herstellung. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft eine Verwendung eines biologisch 
aktiven partikularen Konstrukts auf Basis einer raumlichen 
Tragerstruktur aus zumindest einem ausgeharteten biokom- 5 
patiblen Polymeren, wobei in der Tragerstruktur eine Mehr- 
zahl von Zellen zumindest eines humanen Zelltyps einge- 
bettet ist, ein fflr die Verwendung besonders geeignetes par- 
tikulares Konstrukt sowie ein Verfahren zu dessen Herstel- 
lung. 10 

In der Transplantationsinedizin, insbesondere zur Hci- 
lung von tiefen Hautdefekten, kommen verschiedene An- 
satze zur Anwendung. Die Standardmethode ist die Trans- 
plantation von patienteneigenen (autoiogen) Ilautarealen, 
Bei Patienten mit beispielsweise groBflachigen Verbrennun- 15 
gen ist eine Versorgung der Wunden mil auLologen TVans- 
plantaten aufgrund der der geringen Restflache intakter 
Hautareale offensichtlicii aus Kapazitatsgriinden begrenzt. 
Die Nutzung von Fremdhauttransplantaten ist aufgrund re- 
gelmaBig eintretender immunologischer AbstoBungsreak- 20 
tionen allenfalls als Zwischenlosung geeignet. 

Ein weiterer Ansatz ist die in vitro Kultivierung von ins- 
besondere autoiogen Hautzellen und deren Implantation als 
flachige Gewebekonstrukte. Zum Verstandnis dieser Tech- 
nik ist es hilfreich, die Histologie der Haut zu beschreiben. 25 
Die Haut besitzt drei Hauptschichten, die sich in ihrer Funk- 
tion unlerscheiden. Ausgehend von der Oberflache beginnl 
der Aufbau mit der Epidermis. Diese ist ein mehrschichti- 
ges, verhomtes Plattenepithel, worin die Keratinozyten mit 
einem Anteii von ca. 75% uberwiegen. Mitotische Vorgange 30 
flnden nur im Stratum basale, der untersten Epidermis- 
schichl, stall. Sie ist fesl init der darunter befindlichen Basal- 
membran, einer extrazellularen Matrix, verbunden. Von dort 
ausgehend differenzieren die Zellen unter Veranderung ihrer 
Morphologie bis in das Stratum corneum, der SuBersten 35 
Hautschicht, aus, wo sie dann nach einer gewissen Zeit ab- 
gestoBen werden, der nattirliche Emeuerung der Haut. Un- 
terhalb der Basalmembran Uegt die aus Bindegewebe beste- 
hende Dermis. Diese ist eine Kombination aus Fibroblasten, 
Interzellularsubstanzen und Fettzellen, Die InterzeUularsub- 40 
stanzen bestehen z. B. aus KoUagen, Fibronektin und Eia- 
stin, Die Dermis dient der Stabilisierung der Haut und regu- 
lierl den Hautdruck. In ihr differenzieren die Keratinozyten. 
Die Tela subcutanea schlieBt die Haut zu den darunter lie- 
genden Strukturen, Faszien, Knochen und/oder Muskulatur, 45 
ab. 

Einer Konzeption der Schaffung einer kiinstlichen Haut 
liegl die Technolgie der flachigen Gewebekonstrukte zu- 
grunde, Diese haben eine Sandwichslruktur enthallend ein 
flachiges Substrat und eine auf dem flachigen, nicht leben- 50 
den Substrat anhaftende Schicht von kultivierten, lebenden 
Korperoberflachenzellen, insbesondere Fibroblasten und/ 
Oder Keratinozyten. Hierbei sind die KSrperoberflachenzel- 
len nicht zwingend ein Zellverband, wie in einem Otganis- 
mus vorkommend. Rachige Gewebekonstrukte werden zum 55 
VerschluB und zur Regeneration von Wunden, insbesondere 
Verbrennungswunden, verwendet. Rachige Gewebekon- 
strukte bekannten Aufbaus sind beispielsweise in den Lite- 
raturstellen US-A .5,131,907, US-A .5,273,900 (hierin ist 
eine umfangliche Hintergrunddarstellung der technologi- 60 
schen Zusammenhange gegeben), US-A 5,282,859, US- 
A 5,800,537 und US-A 5, 888,248 beschrieben. Diesem 
Stand der Technik ist gemeinsam, daB als Substrat beispiels- 
weise Collagen verwendet wird und daB Korperoberflachen- 
zellen, beispielsweise Fibroblasten und/oder Keratinozyten, 65 
darauf zu einem dichten Zellrasen kultiviert sind. Der Zell- 
rasen ist also mehrschichtig und weist eine vol! ausgebildete 
Kontaktinhibierung auf. Im Brgebnis wird ein voUstandiges 
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(Jewebe (im eigentlichen Sinne des Ausdrucks) in vitro her- 
gestellt und gleichsam kopfiiber (Substrat auBenliegen) in 
eine Wunde eingebracht. Solche flachigen Gewebekon- 
strukte haben mehrere Nachteile. Zum ersten ist ein Substrat 
beispielsweise aus Collagen, sei es unvemetzt oder vernetzt, 
nicht hinreichend elastisch bzw. nicht hinreichend elastisch 
dehnbar, um bei (dreidimensional) komplexen Wundenfor- 
men im gesamten Wundbereich anliegend eingebracht wer- 
den zu konnen. Selbst bei weniger komplexen Wundenfor- 
men ist die Anwendung aufwendig, da der Arzt ein voUstan- 
diges Anliegen bewirken und gewahrleisten muB. Ein voU- 
standiges Anliegen ist jedoch eine wesentliche Vorausset- 
zung fiir ein Anwachsen der Zellen an das Gewebe des Pa- 
tienten. Weiterhin ist ein beachdicher Anteii der Zellen in ei- 
nem dichten Zellrasen kontaktinhibiert mil der Folge, daB 
eine Proliferation und folglich ein Wachstum bzw. ein An- 
wachsen in nicht befriedigendem MaBe stattfindet. Insge- 
samt zeigt es sich, daB die insofem bekannten Gewebekon- 
strukte nicht hinreichend sicher anwachsen, wodurch im 
Falle des Nichtanwachsens wiederholte Behandlungen mit 
der kiinstlichen Haut und/oder Transplantationen zwingend 
erforderlich werden. Die Anheilungsrate betragt in der Pra- 
xis meist nicht mehr als 30%. 

Weiterhin bekannt ist eine Technologic, bei welcher nicht 
kontaktinhibierte, wenig differenzierte 21ellen in einem hu- 
manen Fibrinkleber suspendiert sind und diese Suspension 
auf die Wunde aufgespriiht wird. Fibrinkleber beslehl aus 
zwei Komponenten, dem Fibrinogen sowie dem Thrombin, 
welches die enzymatische Aushartung des Fibrinogen be- 
wirkt. Die applikationsfertige Zellsuspension wird dadurch 
hergestellt, daB zunachst die Zellen in der Fibrinogen Kom- 
ponente suspendiert werden und uniiiillelbar vor der Appli- 
kation das Thrombin zugcgeben wird. Diese Technologic 
fiihrt zwar zu einem verbesscrten Anwachsen von intakten 
Zellen, weist jedoch andere Nachteile auf. Insbesondere 
nachteilig ist, daB die Zellen keinerlei Schutz gegen Scher- 
belastungen besitzen und bei der Applikation oder bei Be- 
wegung im Wundenbereich mechanisch uberbelastet wer- 
den konnen. Weiterhin ist der Pegel proUferationsfordernder 
Signalstoffe, insbesondere der Wachstumsfaktoren, im Be- 
reich der aufgespriihten Zellen eher niedrig und die Wachs- 
lumsrate insofern verbesserungsKhig. 

Parlikuliire Konslrukle des eingangs genannlen Aufbaus 
sind in anderen Zusammenhangen bekannt, namlich der bio- 
technologischen Herstellung von Substanzen durch geeig- 
nete und immobilisierte Organismen. Die Literaturstelle 
US-A-4,647,536 beschreibt die Vorteile der Verwendung 
.solcher Konslrukle enthallend lieri.sche oder pdanzliche Zel- 
len in biolechnologischen Sauienreaktoren. Eine ausfiihrli- 
chere Darstellung dieser Technologie ist in der Literatur- 
stelle Eur. J. Microbiol. Biotechnol. (1983) 17: 319-326 ge- 
geben. 

Aus der Literaturstelle WO 99/15637 sind partikulare 
Konslrukle zur Verwendung u. a. in der Transplanlalionme- 
dizin bekannt, welche aus einem massiven Fibrinkem und 
auf der Oberflache des Kerns angeordnelen humanen Zellen 
bestehen. Das Fibrin ist hochvemetzt. Nachteilig bei diesen 
Konstrukten ist, daB das Zellwachslum und folglich die Ge- 
webebildung im wesenllichen zweidimensional erfolgt und 
der Pegel an Wachstumsfaktoren vergleichsweise niedrig 
isl. Zudem sind die Zellen nicht gegen Scherbelastungen ge- 
schiilzl aufgrund ihrer auBenseitigen Anordnung. Dies ist - 
neben diesbezuglicher Nachteile beim Einbringen in eine 
Wunde - bereiLs bei der Herstellung und Aufbereitung der 
Konslrukle nachteilig. SchlieBlich neigen solche Konslrukle 
zum Verklumpen. 

Der Erfindung liegt das technische Problem zugrunde, 
Zellen enthaltende Konslrukle fiir die TVansplantationsme- 
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dizin anzugeben, welche eine ziigige und moglichst voll- 
standige Rekonstruktion geschadigter Hautareale gewahr- 
leisten und gleichzeitig in der Applikation einfach sind, 

Zur Losung dieses technischen Problems lehrt die Erfin- 
dung die Verwendung eines biologisch aktiven partikularen 5 
Konstrukts auf Basis einer raumlichen Tragerstruktur aus 
zumindest einem ausgeharteten biokompatiblen Polymeren, 
wobei in der Tragerstruktur eine Mehrzahl von Zellen zu- 
mindest eines (vorzugsweise humanen) Zelltyps eingebettet 
ist, in der Transplant.ationsmedizin. 10 

Mil. der Erfindung werden mehrere Vorteile in Kombina- 
tion miteinander erzielt. Zum ersten ist die Konzentration 
von Wachstumsfaktoren innerhalb eines partikularen Kon- 
strukts recht hoch aufgrund der etzielbaren hohen Zelldichte 
bei noch nicht eintretender Kontaktinhibierung. Die Zell- 15 
dichte laRl sich insofem herstellungstechnisch leicht opti- 
mieren. Zum zweiten sind die Zellen durch die umgebende 
TragersUruktur gegen Scherbelastung gut geschiitzt. Zum 
dritten ist die Applikation sehr einfach, da eine Dispersion 
enthaltend die Konstrukte ledigUch in eine Wunde einge- 20 
bracht werden braucht, und zwar ohne unmittelbar vorherige 
Mischung mit einem Reagenz. SchlieBlich erfolgt das (oh- 
nehin durch den hohen Pegel an Wachstumsfaktoren gefor- 
derte) Wachstum der Zellen dreidimensional und folglich ist 
die Bildungsrate von Gewebe beachtlich hoch gegenliber le- 25 
diglich zweidimensionalen Gewebekonstrukten. 

Tin Rahmen dieser Beschreibung werden die folgenden 
Definitionen verwendet. 

Der Ausdruck biologisch aktiv meint bezogen auf Zellen, 
daB zumindest 20%, vorzugsweise zumindest 50%, hochst- 30 
vorzugsweise zumindest 80%, bezogen auf die Zellzahlen, 
der Zellen prolifcrationsfahig sind, gciiicsscn beispielsweise 
mittels dcs MTS proliferation assay (C'cUTitrc 96 AQueous 
One Solution Cell Proliferation Assay, Promega). 

Ein partikulares Konstrukt hat eine ausgepragte dreidi- 35 
mensionale Erstreckung im Gegensatz zu flachigen Kon- 
strukten, welche sich im wesentlichen in zwei Raumdimen- 
sionen erstrecken. Partikulare Konstrukte haben insbeson- 
dere eine im wesentlichen spharische Aul3enform. Partiku- 
lare Konstrukte konnen massiv, hohl oder pords sein. Mas- 40 
siv meint hierbei eine Porositat (offene + geschlossene Poro- 
sitat) von weniger als 5 Vol.-%, gemessen beispielsweise 
durch Neulronenkleinwinkelstreuung. 

Eine raumliche Tragerstruktur bezeichnet ein Traggeriist 
aus einem festen Stoff, welches dem partikularen KonsUnkt 45 
seine Gestalt gibt. Durch die Tragerstruktur sind die darin 
angeordneten Zellen fixiert und immobihsiert. 

Biokompatibel sind Polymere, welche (human-)vertrag- 
lich sind, also keine immunologischen Reaktionen eines 
(menschlichen) Korpers oder Vergiftungserscheinungen 50 
hervorruten. Biokompatible Polymere sind weiterhin von 
einem (menschlichen) Organismus resorbierbar und/oder in 
Korperfliissigkeiten auflosbar, Dabei sind die biokompati- 
blen Polymere so ausgewahli, daB die Tragerstruktur oines 
in ein humanes Hautzellysat eingebrachten Konstrukts mit 55 
einem Tragerstrukturgewicht von 0,1 mg innerhalb einer 
Zeitspanne von 0,1 bis 20 Tage, vorzugsweise 1 bis 10 Tage, 
hochstvorzugsweise 2 bis 5 Tage, voUstandig abgebaut bzw, 
aufgelost ist. 

Transplantationsmedizin meint insbesondere die Medizin 60 
des Hautersatzes durch kunstliche Hautgewebe bildende 
Konstrukte. Hautersatz kann beispielsweise erforderlich 
werden bei Verbrennungswunden oder zum SchlieBen ande- 

rer Hautdefektwunden (beispielsweise angeborenen Haul- 
defekten und/oder Durchblutungsstorungen), wobei die De- 65 
fektwunden auch im Zuge einer medizinisch notwendigen 
Exzission entstanden sein konnen. Die Transplantationsme- 
dizin im Sinne der Erfindung umfaBt aber auch den Ersatz 



und/oder die Erganzung anderer Gewebearten durch geeig- 
nete Zellen. Dies kann insbesondere zweckmaBig sein, 
wenn ein Gewebe Funktionsstorungen aufweist. Dann ist 
ein Ersatz oder eine Erganzung beispielsweise mit ZeEen 
moglich, welche diese Funktionsstorung nicht aufweisen. 
Der Ausdruck der Transplantationsmedizin umfaBt aber 
auch veterinarmedizinische Applikationen. 

Ein Vemetzungsgrad des Polymers ist durch den relativen 
Anteil an vemetzten Polymermolekiilen zu der Gesamtzahl 
der Polymermolekiile (vemetzt -I- unvernetzt) gegeben. 

Physiologisch aktive Wirkstoffe sind Stoffe, welche den 
Stoffwechsel beeinflussen, und zwar des Organismus und/ 
Oder der Zellen eines Konstrukts. Es versteht sich, daB sol- 
che MrkstofFe in einer wirksamen Dosis eingesetzt werden. 

Ein Konstrukt weist nicht kontaktinhibierte Zellen auf, 
wenn zumindest 20%, vorzugsweise zumindest 50%, 
hochstvorzugsweise zumindest 70%, idealerweise 80% bis 
100%, der Zellen in dem Konstrukt nicht kontaktinhibiert 

Autologe Zellen sind Zellen aus einem Organismus, wel- 
che dann diesem Organismus wieder implantiert werden. 

Die Aushartung eines Polymers kann auf verschiedenc 
Weisen erfolgen. Zum ersten kann das Polymer geliert und 
so soiidifiziert werden, beispielsweise durch Temperaturer- 
niedrigung gegeniiber der Temperatur des fliissigen Poly- 
mers. Zum zweiten kann eine Solidifizierung durch chemi- 
sche Reaktion erfolgen. Zum Dritten kann die Solidifizie- 
rung enzymatisch erfolgen. Fiir letzteres ist die Reaktion Fi- 
brinogen/Thrombin ein Beispiel. Ein Aushartungsreagenz 
ist eine Substanz oder eine Mischung von Substanzen, wel- 
che ein ungehartetes Polymer auf chemischem und/oder en- 
zymatischcm Wcgc solidifizierl, Ein ungehartetes Polymer 
ist ein fliissigcs Polymer Ein gehartetes Polymer ist ein so- 
lidifiziertes Polymer. 

Eine Dispergierlosung ist eine flussige Phase, in welcher 
eine zweite, nicht oder nur schwer mischbare Flussigkeit 
oder eine feste Substanz dispergiert werden kann. Disper- 
sion meint hierbei, daB die eindispergierte Phase praktisch 
nicht aggregiert. Eine Dispergierlosung kann hierzu bei- 
spielsweise Bmulgatoren, z. B. Lecithin oder TViton XlOO, 
enthalten, 

Eine Zellsuspension besteht im wesentlichen aus verein- 
zelten Zellen in einer fliissigen Phase, beispielsweise in un- 
gehartetem Polymer und/oder in Medium. 

Subkonfluenz liegt im Falle von Fibroblasten und/oder 
Keratinozyten typischerweise bei Zelldichten von unterhalb 
1,5 •lO' Zellen/cm^, insbesondere von unterhalb 5 ■ lO'' 
Zellen/cm^, vor. 

Der Ausdruck des Eintropfcns oder Veriropfens meint, 
daB oberhalb einer Dispergierlosung aus einer fliissigen 
Phase 'l>opfen gebildet werden, welche praktisch ohne wei- 
teren Zerfall in kleinere TVopfen in die Dispergierlosung fal- 
len und auch innerhalb dieser praktisch nicht desintegriert, 
sondom inlakl blcibcnd ledigUch in der Schwebe gehalten 
werden. 

Im folgenden werden bevorzugte Ausfuhrungsformen der 
Erfindung naher erlautert. 

Die Tragerstruktur kann ein biokompatibles Polymer oder 
mehrere solcher Polymere aus der Gruppe bestehend "Fi- 
brin, Collagen I, Hyaluronsaure, CoUagen-Glycosamingly- 
can und Chondroitin-6-Sulfat" enthalten, insbesondere hier- 
aus bestehen. Diese Polymere zeichnen sich durch ausge- 
zeichnete HumanvertragUchkeit und hinsichtlich der Re- 
sorptionskinetik gutes Verhalten (Resorption der Trager- 
struktur eines Konstrukts in einer Hautwunde innerhalb von 
1 bis 5 Tagen) aus. ZweckmaBigerweise weist das Polymer 
einen Vemetzungsgrad von weniger als 30%, vorzugsweise 
von weniger als 15%, auf. 
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Vorteilhaft kann es sein, wenn die Tragerstruktur einen nes die Dispergierlosung enthalteaden GefaBes absinken 

physiologisch aktiven Wirkstoff oder mehrere solcher Wirk- konnen, sondern jedenfalls im Bereich der Phasengrenze in 

stoffe aus der Gruppe bestehend aus "therapeutische Wirk- der Schwebe gehalten werden. Hierdurch wird einerseits 

stoffe, Vitamine, Vitaminderivate, Wachstumsfaktoren, Gly- eine Desintegration der ungeharteten Konstrukte in der Di- 

cocorticosteroide, Steroide, Antibiotika, andbakterielle 5 pergierlosung vermieden und andererseits kann beispiels- 

Substanzen, antivirale Substanzen, Fungizide, (llytostatika, weise ein Magnetriihrer als Agitationselement verwendet 

Tumorhemmer, Enzyme, Enzyminhibitoren, Proteine, Pep- werden, ohne dafi das Agitationselement die Konstrukte me- 

tide, Mineraie, Neurotransmitter, Lipoproteine, Glycopro- chanisch zu beschadigen vermag. Grundsatzlich kann auch 

teine, Immunomodulatoren, Immunoglobuline und Frag- noch mit einer dritten flussigen Phase gearbeitet werden, 

e hiervon, Fettsaurederivate, Polysaccharide, antiinfla- 10 welche dann zuoberst angeordnet. ist und eine geringere 

~ Dichle als die Konstrukte, ungehartet oder geharlel, auf- 

Schmeizlinderung im Wundbereich erzielt werden. Andere Nach der Hartung der Konstrukte ist es moglich, die Zel- 

Substanzen der Gruppe verhindem entzundliche Reaktio- len vor der TVanspIantation in dem Konstrukt in fachiibh- 

nen. Wachstumsfaktoren fordem die Regeneration des 15 cher Weise zu kultiviert. Dies gelingt gut, da erfindungsge- 

neuen Gewebes zusatzlich. In jeden Fall ist es wesenllich, maBe Konstrukte poros sind und beispielsweise Medium da- 

daB der Wirkstoff nicht die Proliferation des in dem Kon- her Zugang zum gesamten Konstruktvolumen hat. Die Kul- 

strukt eingesetzten Zelltyps hemmt oder gar Apoptose be- tivierung ist auch besonders unproblematisch, weil die Zel- 

wirkt. len mechanisch geschiitzt sind. Es konnen daher hocheffl- 

Der humane Zelltyp ist ausgewahlt aus der Gruppe "Fi- 20 ziente Kultivierungstechniken eingesetzt werden (beispiels- 

broplasten, Fettzellen, Keratinocyten, Chondrocyten, Osteo- weise in geriihrten und/oder begasten Bioreaktoren bzw. 

plasten, EndotholzeUen, Nervcnzellen, Lcbcrzellen, Pankre- Saulen) mit der Folge, daB die Dauer der Herstellung eines 

aszellen, Milzzellen, Nierenzellen und Muskelzellen", wo- autologen KonsU^kts beachtlich reduziert ist. Zudem kon- 

bei vorzugsweise autologe Zellen eingesetzt werden. Fibro- nen Konstrukte mit verschiedenen Zelltypen, beispielsweise 

blasten, Keratinozyien und/oder Fettzellen sind insbeson- 25 Fibroblasten und Keratinozyten, in einem einzigen Reaktor, 

dere im Bereich der Hauttransplantation geeignet. Die wei- getrennt lediglich durch eine Membran, unter gleichen Be- 

teren Zelltypen eignen sich in Fallen, in welchen das ent- dingungen kultiviert werden. 

sprechende Gewebe eines Patienten Funktionsstorungen Vorteilhafterweise wird eine Kultivierung nur solange 

aufweist. Lediglich als Beispiel sei genannt die Implantation durchgefuhrt, wie Subkonfluenz gewahrt ist, Hierdurch ist 

intakter Pankreaszelien, mittels welcher eine mangelnde In- 30 auch gewahrleistet, daB eine Differenzierung der Zellen 

sulinproduktion wiederhergestellt werden kann. Hierbei nicht in vitro, sondern in vivo erfolgt, was zur Rekonstruk- 

kann auch mit autologen Zellen gearbeitet werden, welche tion beispielsweise von Hautgewebe besonders vorteilhaft 

beispielsweise gentechnisch gleichsam repariert worden ist. 

sind. Die Erfindung lehrt auch ein Verfahren zur Herstellung 

Ein erfindungsgemaB verwendbares Konstrukt ist bei- 35 eines biologisch aktiven partikuiaren Konstrukts, wobei 

spielsweise dadurch erhaltlich, daB eine Suspension aus ver- eine Suspension aus einer Mehrzahl von vereinzelten huma- 

einzelten Zellen in einem biokompatiblenPolymeren,optio- nen Zellen in einem biokompatiblen Polymer, ungehartete 

nal mit einem eine Aushartung des Polymeren bewirkenden partikulate Konstrukte bildend, in eine Dispergierlosung 

Reagenz versetzt, ungehartete partikulare Konstrukte bil- eingetropft wird, wobei die ungeharteten partikuiaren Kon- 

dend in eine Dispergierl5sung hineindispergiert wird und 40 strukte in der Dispergierlosung gehartet werden und wobei 

diese Konstrukte in der Dispergierlosung gehartet werden. die gehgrteten partikuiaren Konstrukte der DispeigierlSsung 

Mit der Eintropftechnologie werden Konstrukte mit beson- entnommen werden. Hierbei werden (porose) \follkugeln er- 

ders gleichforniigen Dimensionen erhalten. Der Durchrnes- halten in dem Sinne, daB die Zellen im Konstruktvolumen 

ser erhaltener Konstrukte liegt typischerweise im Bereich im wesentlichen gleichfbrmig verteilt sind. Vorzugsweise 

von 0,05 mm bis 5 mm, vorzugsweise zwischen 0,1 mm und 45 werden die ungeharteten partikuiaren Konstrukte durch Ver- 

2 mm, und ist im Rahmen der Eintropftechnologie wahlbar. tropfung aus einer Kapillaren gebildet und danach in die 

Die Streuung im Durchmesser ist besonders klein. Es ist er- Dispergierlosung eingebracht. 

reichbar, daB zumindest 30%, vorzugsweise zumindest . Anisolrope Konstrukte lassen sich erzielen, wenn unge- 

50%, hochstvorzugsweise zumindest 80%, der erhaltenen hiirtete partikulare Konstrukte dadurch eraeugt werden, daB 

Konstrukte, bezogen auf die Anzahl, innerhalb eines Durch- 50 eine Suspension entlialtend vereinzelte Zellen sowie ein bio- 

messerbereiches von -50% bis -h50%, vorzugsweise von kompatibles Polymer einer Vertropfungseinrichtung zuge- 

-20% bis +20%, hochstvorzugsweise von -10% bis +10%, fiihrt werden, wobei die Vertropfungseinrichtung eine zen- 

eines vorgegebenen Durchmesserwertes liegen. trale Zellsuspensionskapillaroffnung und eine koaxial 

Die Erfindung belrifft auch ein besonders vorteilhafter- hierzu, hierum angeordnete Polymerkapillaroffnung auf- 

weise einsetzbares Konstrukt, welches dadurch erhaltUch 55 weist, wobei die Suspension enthaltend vereinzelte ZeUen 

ist, daB eine Zellsuspension zusammen mit einem biokom- sowie das Polymer gleichzeitig aus der Zellsuspensionska- 

patiblen Polymer in eine Dispergierlosung eingetropft und piUaroffnung sowie der Polymerkapillaroffnung zu unge- 

die entstehenden Tropfen in der Dispergierlosung gehartet harteten partikuiaren Konstrukten vertropft und in die Dis- 

werden. Dabei wird das Polymer vorzugsweise unmittelbar pergierlosung eingebracht werden, wobei die ungeharteten 

vor der Einbringung in die Dispergierlosung mit einem Aus- 60 partikuiaren Konstrukte in der Dispergierlosung gehartet 

hartungsreagenz, vorzugsweise einem enzymatischen Aus- werden und wobei die gehSrteten partikul^en Konsorukte 

hartungsreagenz, bspw. Thrombin, versetzt. Die Dispergier- der Dispergierlosung entnommen werden. Es werden dann 

losung ist zweckmaBigerweise nicht waBrig und weist vor- Hohlkugeln in dem Sinne erhalten, daB das Polymer einen 

teilhafterweise zwei (flussige) Phasen auf, wobei die Dioh- Kugelmantel bildet, in welchem die Zellen angeordnel sind, 

ten der beiden Phasen so gewahlt sind, dalB die Konstrukte 65 wobei die Zellen nicht in einer Polymermatrix eingebettet 

nicht weiter als bis zur Phasengrenze zwischen den beiden sind. Solche Konstrukte sind zellwachstumsmaBig vorteil- 

Phasen sedimentieren konnen. Hierdurch wird bewirkt, daB haft, da der Austausch von selbstgebildeten Wachstumsfak- 

eingetropfte ungehartete Konstrukte nicht bis zum Bodenei- t< 
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Im Rahmen der Vertropfungstechnologie kann es sich 
empfehlen, daB beim Vertropfen ein (jasstromtnantel er- 
zeugt wird. Hierzu kann im Bereich einer KapillarauslaBolf- 
nung eine zur KapillarauslaBoffnung koaxiale ringformige 
GasauslaBoffnung vorgesehen sein. Der Gasstrommantel 5 
fordert eine gleichformige Tropfenbildung und kann (anstatt 
Oder zusatzlich zu dem Volumenstrom aus der Kapillaraus- 
laBoffnung) auch zur Steuerung der TropfengroBe herange- 
zogen und variiert werden. 

Eine hinsichtlich der Tropfenbildung und -ausbildung 10 
vorleilhafle Ven.ropfungslechnologie besLehl darin, daB 
beim Vertropfen in einer Kapillaren rotationssymmetrische 
Schwingungen in dem Fliissigkeitsstrahl in der Kapillaren 
erzeugt und dem Fliissigkeitsstrahl uberlagert werden, wo- 
bei die Wellenlange der Schwingungen grQBer als der Um- 15 
fang des Flussigkeitsstrahls ohne Uberlagerung von 
Schwingungen ist. 

Ungehartete und/oder gehartete Konstrukte, ggf. nach 
Kultivierung, enthalten vorzugsweise 10^ bis 10* Zellen je 
ml Konstruktvolumen. 20 

Im folgenden wird die Erfindung anhand von Ausfah- 
rungsbeispielen naher erlautert. 

Beispiel 1 

25 

V79 Firoblasten wurden in Kulturflaschen in Medium 
DMEM/F12 mit 3% PCS angezogen. Das Ablosen und Ver- 
einzeln der Zellen erfoigte nach Entfernung des Mediums 
mit einer PBS/EDTA Losung. AnschlieBend wurden die ab- 
gel6sten Zellen in ein Zentrifugenrohrchen uberfuhrt und 30 
5min. bei 1000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde 
verworfen und die Zellen in 20 fjl Medium DMEM/F12 mit 
HEPES und 3% FCS aufgenommen. 

Beispiel 2 35 

Die in Beispiel 1 erhaltenen Zellen (Einsaatdichte: 10* bis 
10* Zellen je ml) wurden wie folgt verkapselt. 1 ml Fibrino- 
gen-Losung (TISSUCOL®-Kit 1,0 der Firma Immuno; 
126- 198 mg Trockensubstanz enthalten 80-120 mg Hu- 40 
manplasmaproteinfiraktion mit 70-110 mg Fibrinogen, 
2-9 mg Plasmafibronectin, 10-50 E [1 E entspricht derjeni- 
gen Aklivital, die in 1 ml frischern Normalplasnia enthalten 
ist] Blutgerinnungsfaktor Xin und 0,02-0,08 mg Plasmino- 
gen, Rest: Hilfstoffe NaCl, Natriumcitrat, Aprotin, Glycin, 45 
Heparin, Triton, Human Albumin) wurde nach Beipackzet- 
tel (Produktfassung: 01.06.1999) hergestellt. 20 pi der re- 
suspendierl.en Zellen aus Beispiel 1 wurden in der Fibrino- 
genlosung aufgenommen und gut darin verniischt (Gesaml- 
volumen: 1,2 ml). 1 ml Thrombin L-Losung (TISSUCOL® 50 
Kit der Firma Immuno, Produktfassung: 01.06.1999) wurde 
nach Beipackzettel hergesteUt und mit 200 pi sterilem Injek- 
tionswasser versetzt (Gesamtvolumen: 1,2 ml). Beide L6- 
sungen wurden in verschiedenen Kammern einer Doppel- 
spritze mit unmittelbar benachbarten Austrittsdiisen der 55 
Kammern eingebracht. Durch Betatigung der beiden Sprit- 
zenkolben (gleiche Volumenstrome aus den Kammern er- 
zeugend) wurden Tropfen erzeugt, wobei sich beide Losun- 
gen im Bereich der Austrittsdiisen vereinigten. Die Tropfen 
wurden eine Dispergierlosung fallen gelassen. Die Disper- 60 
gierlosung bestand aus Fluorinert® Dielektrika FC40 der 
Firma 3M (gemaS 3M Datenblatt in der Fassung vom 
03.01 . 1 998 eine primare Perfluorverbindung mit 12 Kohlen- 
sloffalornen) sowie, dariiber geschichtel, Miglyol® der 
Firma Huls AG (Triglyceride von GS bis C12 Fettsauren). 65 
Die so erhaltene Dispergierlosung wurde vor dem Einsatz 
20 min. bei 12rG autoklaviert. Die Dispergierlosung be- 
fand sich in einem Becherglas mit randgangigem Ruhrfisch 
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auf einem Magnetriihter (200-500 rpm) und auf Raumtem- 
peratur. Dann wurde 1 h bei Raumtemperatur ausgehartet 
unterRuhren. Danach erfoigte eine Separierung der erhalte- 
nen Konstrukte von der Dispergierlosung gefolgt von drei- 
maligem Waschen mit Medium DMEM/F12. AnschlieBend 
wurde eine Kultivierung in einem 250 ml Erlenmeyerkol- 
ben, enthaltend 50 ml FG40, 75 ml DMEM/F12 mit HEPES 
und 3% FCS, durchgefuhrt unter Riihren mit Magnetriihrer. 
Brhalten wurden Konstrukte mit einem mittleren Durchmes- 
ser von ca. 1 mm. 

Beispiel 3 

Fibroblasten wurden in vorstehender Weise vereinzelt 
und einer Kollagen I Losung zugegeben. Die LOsung wurde 
erhallen durch Losung des KoUagens in Medium iiiiUels 
HCl und anschlieBender Neutralisation mit NaC^l. Die so er- 
haltene 2fellsuspension wurde aus einer einfachen Spritze in 
die vorstehend beschriebene Dispergierlosung eingetropft. 
Nach 16 h bei 37°C wurden im Wege des Gelierens solidifl- 
zierte Konsteukte erhalten und wie vorstehend beschrieben 
weiter behandelt. 

Patentanspriiche 

1. Verwendung eines biologisch aktiven partikularen 
KonstrukLs auf Basis einer raumlichen Tragerstruktur 
aus zumindest einem ausgeharteten biokompatiblen 
Polymeren, wobei in der TVagerstruktur eine Mehrzahl 
von Zellen zumindest eines Zelltyps eingebettet ist, in 
der Transplantationsmedizin. 

2. Verwendung nach Anspruch 1 , wobei die TVager- 
struktur ein biokompatibles Polymer odcr mehrere sol- 
cher Polymere aus der Gruppe bestehend "Fibrin, Col- 
lagen I, Hyaluronsaure, Collagen-Glycosaminglycan 
und Chondroitin-6-Sulfat" enthalt. 

3. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, wobei das 
Polymer einen Vernetzungsgrad von weniger als 30% 
aufweist. 

4. Verwendung nach einem der Anspruche 1 3, wobei 
die TragersUuktur einen physiologisch aktiven Wirk- 
stoff Oder mehrere solcher Wirkstoffe aus der Gruppe 
beslehend aus "iherapeuLische Wirkstoffe, Vilamine, 
Vitaminderivate, Wachstumsfaktoren, (ilycocortico- 
steroide, Steroide, Antibiotika, antibakterielle Substan- 
zen, antivirale Substanzen, Fungizide, Cytostatika, Tu- 
morhemmer. Enzyme, Enzyminhibitoren, Proteine, 
Peptide, Minerale, Neurolransmilter, Lipoprotcine, 
Glycoproleine, Immunomodulaloren, Immunoglobu- 
line und Fragmente hiervon, Fettsaurederivate, Poly- 
saccharide, antiinflamatorische Substanzen, Nuclein- 
sauren. Polynucleotide und Anasthetika" enthalt. 

5. Verwendung nach einem der Anspruche 1-4, wobei 
der humane Zelllyp ausgewahlt ist aus der (jruppe "Fi- 
broplasten, Fettzellen, Keratinocyten, Chondrocyten, 
Osteoplasten, Endothelzellen, Nervenzellen, Leberzel- 
len, Pankreaszellen, Milzzellen, Nierenzellen und 
MuskelzeUen" und wobei vorzugsweise autologe Zel- 
len eingesetzt werden. 

6. Verwendung nach einem der Anspriiche 1-5, wobei 
das Konstrukt dadurch erhaltlich ist, daB eine Suspen- 
sion aus vereinzelten Zellen in einem biokompatiblen 
Polymeren, optional mit einem eine Aushartung des 
Polymeren bewirkenden Reagenz versetzt, ungehartete 
partikulare Konstrukte bildend in eine Dispergierlo- 
sung hineindispergiert wird und wobei diese Kon- 
strukte in der Dispergierlosung gehartet werden. 

7. Konstrukt nach einem der Anspruche 1-6, dadurch 
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erhaltlich, daB eine Zellsuspension zusammen mit ei- 
nem biokompatiblen Polymer in eine Dispergierlosung 
eingetropft und die entstehenden Tropfen in der Dis- 
pergierlosung gehartet werden. 

8. Konstrukt nach einem der Anspriiche 6 oder 7, wo- 5 
bei das Polymer vorzugsweise unmittelbar vor der Ein- 
bringung in die Dispergierlosung mit einem Aushar- 
tungsreagenz, vorzugsweise einem enzymatischen 
Aushartungsreagenz, bspw. Thrombin, versetzt wird. 

9. Konstrukt nach einem der Anspriiche 6-8, wobei 10 
die Dispergierlosung nicht waBrig isl. 

10. Konstrukt nach einem der Anspriiche 6-9, wobei 
die Dispergierlosung zwei Phasen aufSveist, wobei die 
Dichten der beiden Phasen so gewShlt sind, daB die 
Konstrukte nicht weiter als bis zur Phasengrenze zwi- 15 
schen den beiden Phasen sedimentieren konnen. 

11. Konstrukt nach einem der Anspriiche 1-10, wobei 
die Zellen in dem Konstrukt kultiviert sind. 

12. Konstrukt nach einem der Anspriiche 1-11, wobei 
die Zellen in dem Konstrukt subkonfluent sind. 20 

13. Verfahren zur Herstellung eines biologisch aktiven 
partikularen Konstrukts, wobei eine Suspension aus ei- 
ner Mehrzahl von vereinzelten humanen Zellen in ei- 
nem biokompatiblen Polymer, ungehSrtete partikulare 
Konstrukte bildend, in eine Dispergierlosung einge- 25 
tropft wird, wobei die ungeharteten partikularen Kon- 
strukte in der Dispeigierlosung gehartet werden und 
wobei die geharteten partikularen Konstrukte der Dis- 
pergierlosung entnommen werden, 

14. Verfahren nach Anspruch 13, wobei die ungeharte- 30 
ten partikularen Konstrukte durch Vertropfung aus ei- 
ner Kapillaren gebildel und danach in die Dispergierlo- 
sung eingebracht werden. 

1 5 . Verfaliren zur Herstellung eines biologisch aktiven 
partikularen Konstrukts, wobei ungehartete partikulare 35 
Konstrukte dadurch erzeugt werden, daB eine Suspen- 
sion enthaltend vereinzelte Zellen sowie ein biokompa- 
tibles Polymer einer Vertropfungseinrichtung zuge- 
fuhrt werden, wobei die Vertropfungseinrichtung eine 
zentrale Zellsuspensionskapillaroffriung und eine ko- 40 
axial hierzu, hierum angeordnete PolymerkapillaroflF- 
nung aufweist, wobei die Suspension enthaltend ver- 
einzelte Zellen sowie das Polymer gleichzeilig aus der 
Zellsuspensionskapillaroffnung sowie der Polymerka- 
pillaroffnung zu ungeharteten partikularen Konstruk- 45 
ten vertropft und in die Dispergierlosung eingebracht 
werden, wobei die ungeharteten partikularen Kon- 
strukte in der Dispergierlosung gehartet werden und 
wobei die geharteten partikularen Konstrukle der Dis- 
pergierlosung entnommen werden. 50 

16. Verfahren nach Anspruch 14 oder 15, wobei beim 
Vertropfen ein Gasstrommantel erzeugt wird, 

17. Verfahren nach einem der Anspriiche 14-16, wo- 
bei beim Vertropfen in einer Kapillaren rotadonssym- 
metrische Schwingungen in dem Hiissigkeitsstrahl in 55 
der Kapillaren erzeugt und dem Hiissigkeitsstrahl 
iiberlagert werden, wobei die Wellenlange der Schwin- 
gungen groBer als der Umfang des Fliissigkeitsstrahls 
ohne tJberlagerung von Schwingungen ist. 



